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TRAF7 sequesters c-Myb to the cytoplasm by stimulating its sumoylation.
（TRAF7は c-Mybを SUMO化することにより c-Mybの転写活性を抑制する。）
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論　文　の　内　容　の　要　旨
目的
　proto-oncogene productである c-Mybは，原ガン遺伝子として同定された。また，c-Mybは造血系の発
生にも必須であることが知られ，最近では免疫 T細胞の発生分化においても重要な働きを担っていること
が明らかになっている。酵母 two-hybrid法により c-Myb結合タンパク質を screeningしたところ，RING-
ﬁngerとWD40 repeatsをもったタンパク質 TRAF7が同定された。RING-ﬁnger motifは，多くのユビキチン
E3リガーゼのリガーゼ活性に必須のドメインであり，TRAF7が c-Mybをユビキチン化により制御している
可能性が考えられた。また，RING-ﬁnger motifは，Small ubiquitin-related modiﬁer（SUMO）化 E3リガー
ゼにも見られることから，TRAF7が SUMO E3リガーゼである可能性も考えられる。本研究では，TRAF7
が c-Myb分解のユビキチン E3リガーゼ，あるいは，c-Mybの SUMO E3リガーゼとして働きうるかを検証
した。また，これらの修飾による c-Mybの制御機構に関しても詳細に解析を行った。
方法
　c-Myb全長を baitにして Yeast two-hybrid screening法により，c-Myb結合タンパク質を単離した。さら
に，単離したタンパク質全長をコードする cDNAをほ乳類発現ベクターに組み込み，各種動物細胞を用い
て機能解析を行った。c-Mybとの相互作用は，GST-pull down法と Co-immunoprecipitation法により解析
した。TRAF7の発現解析は，Northern Blotting法を用いて行った。また，c-Mybの転写活性への影響は，
c-Mybの標的遺伝子の一つである c-mycプロモータをルシフェエラーゼ遺伝子の上流につないだ c-myc Luci
ベクターを用いたレポータアッセイにより示した。c-Mybの in vivo SUMO化修飾は，c-Mybと TRAF7，
SUMO1を導入した CV-1細胞を用いて行い，Western blottingにより解析した。c-Mybの in vitro SUMO
化修飾は，293T細胞に強制発現した FLAG-c-Myb，FLAG-TRAF7を精製し，recombinant SUMO El，E2
と ATPを加えてインキュベー卜した後，Western blotting法により解析した。また，SUMO化修飾による
c-Mybの細胞内局在変化は，CV-1細胞に c-Mybと TRAF7を強制発現させ，パラホルムアルデヒドで固定し
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た後，Digitonin処理か TritonX-100処理かのどちらかの方法で細胞膜を permeabilizeして，それぞれの抗体
で免疫蛍光染色を行い，共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察することにより示した。M1細胞の細胞免疫蛍
光染色も同様の方法で行った。
結果
　GST-Pull doun法を用いて c-Mybと TRAF7の結合を検証したところ，c-Mybの N末側の DNA結合領域
と TRAF7の C末側のWD40 repeatsが直接結合することが分かった。免疫共沈実験により，in vivoでも
c-Mybと TRAF7の結合が確認できた。Northern hybrid法により発現を解析したところ，TRAF7 mRNAは
心臓，肝臓，腎臓，精巣，前立腺，甲状腺，唾液腺などで発現を示した。また，Myeloid leukemia cell line
であるM1細胞での発現を見たところ，TRAF7 mRNAは未分化のM1細胞で高く発現しているが，M1を
IL-6でMacrophageへと分化させると発現が消失することが分かった。このことから，M1細胞の分化にお
いて TRAF7が何らかの役割を担っていることが推測できる。TRAF7の機能解析のために，TRAF7を c-Myb
と共に CV-1細胞に発現させたところ，TRAF7によって c-Mybのタンパク質が安定化した。また，ユビキ
チン化アッセイにより，TRAF7は c-Mybのユビキチン E3リガーゼではないことが分かった。TRAF7の
c-Mybの転写活性に対する影響を調べるために c-myc Luciを用いてレポータアッセイを行った結果，TRAF7
は c-Mybの転写を抑制することが明らかになった。c-Mybを安定化するにもかかわらず，c-Mybの転写活
性を下げるということは相反する現象であるが，c-Mybが PIASyによって SUMO化修飾されるとこのよう
な現象が起こる。そこで，c-Mybの SUMO化を調べたところ，TRAF7が c-Mybを強く SUMO化すること
が分かった。また，Lys499と Lys523を Argに置換した c-Myb（c-Myb 2KR）の解析により，TRAF7によ
る c-Mybの主要な SUMO化サイトはリジン 499とリジン 523であることが分かった。c-Myb 2KRを用いて
c-myc CATレポータアッセイを行ったところ，c-Myb 2KRでは TRAF7による抑制を受けなかった。このこ
とから，TRAF7は SUMO化依存的に c-Mybの転写を抑制することが示された。さらに，M1細胞で c-Myb
と TRAF7の細胞内局在を免疫蛍光染色法で観察した。c-Mybも TRAF7も核内と細胞質の両方に局在してい
たが，M1細胞から調製した核画分と細胞質画分をそれぞれWestern blotting法により解析すると，核には
SUMO化された c-Mybと SUMO化されていない c-Mybの両方が存在していたのにも関わらず，細胞質に
は SUMO化された c-Mybだけしか存在していなかった。このことは，SUMO化によって c-Mybが細胞質
に保持されることを示している。このことを確認するために，CV-1細胞に c-Mybや c-Myb 2KRと TRAF7
を強制発現させて細胞免疫蛍光染色により局在を調べると，c-Mybは TRAF7により一部を細胞質に局在を
移行させるのに対し，c-Myb 2KRでは細胞質への局在の移行は見られなかった。このことから，TRAF7に
よる c-Mybの転写活性の抑制は，SUMO化依存的に c-Mybを細胞質に移行させることによって起こること
が明らかになった。
考察
　c-Mybの新規制御因子として TRAF7を同定した。TRAF7は c-Mybと直接結合し，C末端側のリジン 499
と 523を SUMO化することが明らかになった。また，TRAF7は，c-Mybを SUMO化依存的に細胞質にとどめ，
c-Mybの転写活性を抑制することが分かった。それに対して，c-Mybの SUMO化 E3リガーゼとして PIASy
も知られているが，PIASyにより SUMO化された c-Mybは核内にのみ局在する。TRAP familyのタンパク
質 TRAF1-6と TRAF7は N末端側のドメイン構造に高い類似性がみられ，二量体や三量体を形成してシグ
ナルを伝える可能性も示唆されている。そのため，TRAF7も他の TRAP familyのタンパク質同様に，TNF
受容体などの下流で働く可能性が考えられる。TNF-αや IL-1によりM1細胞は分化を誘導されるが，その
分化誘導に TRAF7が関わっている可能性も考えられ，TRAF7の生理的役割を考える上で非常に興味深い。
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審　査　の　結　果　の　要　旨
　本論文は TRAF7が c-Mybを SUMO化することにより C-Mybの転写活性を抑制することを分子生物学，
遺伝子工学的手法を用いて世界で初めて明らかにした論文で，きわめて質の高い研究成果である。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
